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(57) Abrege" 
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PEPTIDES CAPABLES HE SE LIER AT T DOMAINE SH3 DE LA PROTEINE GAP 
SEQUENCES NTirLEOTTDIOUES COD ANT POUR CES PEPTIDES. 
J ET IR PREPARA TION ET UTILISATION 

La presente invention concerne de nouvelles sequences peptxdiques et 
5 nucleotidiques, et leur utilisation pharmaceutique. Plus particulierement, l'invention 
concerne des peptides capables de se lier au domaine SH3 de la proteine GAP. 

Les produits des genes ras, generalement designes proteines p21, jouent un 
role cle dans le controle de la division cellulaire chez tous les organismes eucaryotes 

10 ou ils ont ete recherches. Certaines modifications specifiques de ces proteines leur font 
perdre leur controle normal et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi, un grand 
nombre de tumeurs huniaines ont ete associees a la presence de genes ras modifies, De 
meme, une subexpression de ces proteines p21 peut conduire a un d&rdglement de la 
proliferation cellulaire. Globalement, les proteines p21 sont impliquees dans 30% des 

15 cancers humains. 

La comprehension du role exact de ces proteines p21 constitue done un des 
objectifs cibles de la recherche dans le domaine de l'oncologie. 

Le module dont on dispose actuellement pour expliquer le fonctionnement des 
proteines p21 repose sur des analogies qu'elles partagent avec les prolines G de 

20 transduction. D existe dans les cellules un 6quilibre entre les proteines p21 actives, 
liees & du GTP et les formes inactives, ayant fixe du GDP. Dans une cellule quiescente, 
ou les p21 ne sont pas sollicitees, la majorite d'entre elles sont sous forme GDP. 
Lorsque la cellule est stimul6e, le facteur tfechange des nucleotides, GEF, devient plus 
actif et facilite l'6vacuation du GDP et son ^emplacement par du GTP. La proteine 

25 adopte alors une conformation active qui lui permet de reconnaitre et de stimuler son 
effecteur, la proline GAP "GTPase activating protein", vraisemblablement associee k 
d'autres proteines. Le complexe p21-GTP-GAP interagit vraisemblablement & son tour 
avec tine ou d'autres proteine (s) permettant ainsi la transmission du signal qui entraine 
une reponse biologique de la cellule. L'association de p21-GTP avec GAP declenche 

30 simultan&nent l'hydrolvse du GTP et le retour de la p21 vers la forme inactive. 

Dans le cas des proteines p21 oncogenes, la mutation qu'elles portent emp§che 
le retour A l'etat inactif . L'equilibre est dans ce dernier cas, deplace vers la forme active 
dep2L 

Cet equilibre complexe entre les formes active et inactive de p21 est controle & 
35 la fois par des facteurs inherents aux proprietes biochimiques des proteines p21 
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35 



(affinity relative pour le GDP et le GTP. vitesse d'echange des nucleotides ...) et des 
facteurs extemes modulant leur activite comme notamment la proteine GAP. 

La proteine GAP est une proteine cytosolique presente chez tous les 
organismes eucaryotes qui possede done la faculte d'accelerer fortement Hiydrolyse du 
5 GTP. fie & la proteine p21 normale ( Trahey et Mc Cormick 1987). Elle possede deux 
domaines assurant des fonctions distinctes. Son extremite carboxy-tenninale porte 
l'activite catalytique qui fixe les proteines p21 et augmente leur activite GTPase. Sur 
son autre extremite, en aval de la partie aminotermuiale, se trouve une juxtaposition de 
domaines SH2 et SH3 qui sont susceptibles de participer a des interactions avec 
10 d'autres proteines. 

A rheure actuelle, on connait deux proteines interagissant avec la proteine 
GAP. II s'agit des proteines denommees p62 et P 190, respectivement de 62kDa et 
190kDa. Ces deux proteines etant irnmunoprecipitees par des anticorps diriges contre 
differents epitopes de GAP, forment a J'evidence un complexe specifique avec GAP. 
15 On sait en particulier que e'est au niveau de la region SH2 que se fait l'interaction de la 
proteine p62 avec la proteine GAP. 

En ce qui conceme plus particuUerement le domaine SH3, sa presence dans 
diverges proteines comme les phospholipases Cy (PLC-7), la sous unite p85 de la 
phophandyllinositol-3 kinase et la proteine grb-2, toutes impliquees au niveau de la 
transduction du signal p21-Ras, laisse a penser que ce domaine est tout 
particulierement important pour dinger les interactions proteine-proteine et done 
necessaire au fonctiormement de la proteine correspondante et/ou a sa localisation 
cellulaire. Dans le cas particulier de la proteine GAP, ce domaine SH3 pourrait done 
egalement participer a la transduction du signal Ras. D est clair que la comprehension 
du role exact de ce domaine SH3 serait particulierement precieux sur le plan 
therapeutique. 

La presente invention a precisement pour objectif de contribuer i l'elucidarion 
de la contribution du domaine SH3 a la transduction du signal ras. 

La demanderesse a ainsi mis en evidence l'existence de proteines capables de 
s'associer a la proteine GAP via une liaison directe a son domaine SH3. 

Plus precisement, la presente invention resulte de identification, 1'isolement et 
la caracterisation de proteines capables d'interagir avec le domaine SH3 de la proteine 
GAP. EUe resulte egalement de la caracterisation structurale de ces proteines par 
identification de sequences peptidiques correspondantes. 



20 



25 
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Plus particulierement, Ie polypeptide de Hnvention, capable d'interagir avec le 
domaine SH3 de la prot&ine GAP, comprend tout ou partie d'une sequence peptidique 
choisie parmi les s6quences SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 ( 
5 SEQ ID N°5 et SEQ ID N°9 ou d'un derive de ceUes-ci. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute rootecule 
obtenue par modification de nature g&i6tique et/ou chimique du polypeptide selon 
Tinvention et conservant Tactivite recherchee. Par modification de nature genetique 

10 et/ou chimique, on doit entendre toute mutation, substitution, delation, addition et/ou 
modification d'un ou plusieurs residus. De tels derives peuvent etre generfa dans des 
buts differems, tels que notamment celui d'augmenter Taffinite du peptide pour son site 
d'interaction, celui d'am§liorer ses niveaux de production, . celui d'augmenter sa 
resistance a des proteases, celui d'augmenter son efficacite therapeutique ou de reduire 

15 ses effets secondaires, ou celui de lui conferer de nouvelles proprietes 
pharmacocinetiques et/ou biologiques. 

U peut egalement s'agir de fragments des s&juences precitees de derives de 
celles-ci. De tels fragments peuvent etre generes de differentes fagons. En particulier, 
ils peuvent etre synthetises par voie chimique, sur la base de la sequence donnee dans 

20 la figure 1, en utilisant les synth&iseuis peptidiques connus de rhomme du metier. Us 
peuvent egalement etre synthetises par voie gen6tique, par expression dans un hote 
cellulaire d'une sequence nucleotidique cod ant pour le peptide recherche. Dans ce cas, 
la sequence nucleotidique peut etre preparee chimiquement en utilisant un synthetiseur 
d'oligonucleotides, sur la base de la sequence peptidique donnee dans la presente 

25 demande et du code genetique. La sequence nucleotidique peut egalement etre 
preparee a partir de la sequence donn6e dans la presente demande, par coupures 
enzymatiques, ligature, clonage, etc, selon les techniques connues de rhomme du 
metier, ou par criblage de banques d'ADN avec des sondes elaborees a partir de la 
SEQ ID N°l. 

30 Selon un mode particulier de Tinvention, le polypetide revendique comprend 

la SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3 et/ou SEQ ID N°4. 

De preference, le polypeptide selon Tinvention possede un poids moleculaire 
de l'ordre de 68kDa. 
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Selon un mode particulier de Tinvention, il s'agit d'un polypeptide d'origine 
humaine comprenant tout ou partie de la SEQ ED N°5, de la SEQ ID N°9 ou de Tun de 
leurs d6riv6s tels que d&finis prfccedemment. 

D s'agit plus particuli&rement d'un polypeptide comprenant la SEQ ID N°5. 

5 

Plus pr&ferentiellement, il s'agit (fun polypeptide reprfesente en SEQ ED N°9 
ou de l ! un de ses d£riv6s. 

De manfere inattendue, cette proline ne possSde pas tfhomologie avec une 
10 autre proteine p68 deji identiffee oomme se liant au domaine SH3 de Src. Elle n'est 
pas phosphorylee au niveau de ses motifs tyrosine dans les cellules en croissance ou a 
l'etat de mitose. 

L'analyse de la sequence proteique ID N°9 revele que la proteine associee au 
domaine SR+H3 de la proteine GAP, designee G3BP, appartient a la famiUe des 
15 hnRNP (heterogenous nuclear RiboNucleoProteins). Plus precisement G3BP est une 
proteine de 466 A.a, presentant un poids moleculaire apparent de 68 kDa qui contient 
plusieurs domaines caracteristiques des proteines qui se lient aux ARN : 

- des domaines RNP2 et RNP1 ( A.a 342 i 347 ) 

-4RGG box(A.a 435a 449) 

20 - un domaine auxiliaire acide ( A.a 144 a 221 ). 

L'Lnvention s'etend fegalement aux peptides capables d'antagoniser rinteraction 
entre la G3BP et le domaine SH3 de GAP. L'activit& de ces peptides peut £tre mise en 
Evidence dans des tests de competition (cf exemple 2-3 ) ou d'interference des signaux 
transduits par les proteines Ras. 

25 

Un autre objet de I'invention reside dans des anticorps ou fragments 
d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre un polypeptide tel que d6fini 
ci-avant De tels anticorps peuvent etre generes par des m&hodes connues de lliomme 
du mfetier. En particulier, ces anticorps peuvent etre prepares par immunisation dW 
30 animal contre un polypeptide dont la sequence est choisie parmi les SEQ ID N°l, SEQ 
ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ ID N°5 et la SEQ ID N°9 ou tout fragment 



Printed from Mimosa 01/12/03 13:34:46 Page: 6 



WO 96/16169 PCT/FR95/01539 

5 

ou derivfc de celles-ci, pr£Ievement du sang et isolement des anticorps. Ces anticorps 
peuvent egalement etre genfres par preparation d'hybridomes selon les techniques 
connues de Thomme de Tart 

Les anticocps ou fragments d'anticorps de i'invention peuvent ainsi etre 
5 utilises pour reguler l'etat d'activation du produit des genes ras. 

Par ailleurs, ces anticcxps peuvent Egalement etre utilises pour detecter et/ou 
doser un peptide selon I'invention dans des 6chantillons biologiques, et de ce fait, pour 
renseigner sur l'etat d'activation du produit des genes ras. 

L'invention s'6tend egalement aux antagonistes a savoir tout peptide capable 
10 de bloquer Tinteraction d'un polypeptide selon I'invention avec le domaine SH3 de la 
proteine GAP. De tels peptides peuvent etre mis en evidence dans des tests de 
competition (cf exemple 2-3) ou d'inhibition de i'activit6 ras. 

La presente invention permet done de generer des polypeptides derives des 
sequences identifiees ci-dessus ainsi que des anticorps diriges contre ces polypeptides 
15 ou des prolines correspondantes, pn§sentant des proprietes biologiques interessantes 
en vue d'une utilisation pharmaceutique. 

L'invention fournit fegalement des composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques utilisables pharmaceutiquement. U est en effet possible, a 
partir des motifs proteiques actifs decrits dans la presente demande, de realiser des 
20 molecules inhibitrices de la voie de signalisation dependante des proteines P21 non 
exclusivement peptidiques et compatibles avec une utUisation pharmaceutique. A cet 
egard, I'invention concerne Tutilisation d'un polypeptide de I'invention tel que decrit ci- 
avant pour la preparation de molecules non-peptidiques, ou non exclusivement 
peptidiques, actives pharmacologiquement, par determination des elements 
25 structuraux de ce polypeptide qui sont importants pour son activite et reproduction de 
ces elements par des structures non-peptidiques ou non exclusivement peptidiques. 
L'invention a aussi pour objet des compositions pharmaceutiques comprenant une ou 
plusieurs molecules ainsi prepares. 

La presente invention a egalement pour objet toute sequence d'acide 
30 nucleique codant pour un polypeptide capable de se lier au domaine SH3 de la 
proteine GAP. Plus prfeferentiellement, il s"agit d'une sequence comprenant : 

(a) tout ou partie de la SEQ ID N°6, SEQ ID N°10 ou cTun de leurs brins 
oomplementaires, 

(b) toute sequence hybrid ant avec la sequence (a) et codant pour un 
35 polypeptide selon l'invention, et 
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(c) les sequences d&riv6es des sequences (a) et (b) en raison de la 
dSgfcnfcrescence du code g&ifetique. 

De pr§f6rence, elle comprend la sequence SEQ ID N°6 et plus 
5 preferentieUement est representee par LA SEQ ID N°10. 

Les differentes sequences nucleotidiques de l'invenlion peuvent etre d'origine 
artificielle ou non. D peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, de 
sequences hybrides ou de sequences synth&tiques ou semi-synth&iques, Ces sequences 
peuvent etre obtenues par exemple par criblage de banques d'ADN (banque d'ADNc, 

10 banque d'ADN genomique) au moyen de sondes 61aborees sur la base de sequences 
presentees ci-avant De telles banques peuvent etre preparees a partir de cellules de 
differentes origines par des techniques classiques de biologie molecul aires connues de 
rhomme du metier. Les sequences nucleotidiques de l'invention peuvent egalement etre 
preparees par synthese chimique, notamment selon la methode des phosphoramidites, 

15 ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique 
de sequences obtenues par criblage de banques. 

Ces sequences nucleotidiques selon l'invention sont utilisables dans le 
domaine pharrnaceutique, soit pour la production des polypeptides de l'invention, soit 
pour la realisation de sequences antisens utilisables dans le cadre d'une therapie 
20 genique, soit encore pour la detection et le diagnostic, par des experiences 
d'hybridation, de 1'activite de la proteine GAP dans des echantillons biologiques ou 
pour risolement de sequences homologues a partir d'autres sources celiulaires. 

Pour la production des polypeptides de l'invention, les sequences nucleiques 
definies ci-dessus sont generalement placees sous le controle de signaux permettant 

25 leur expression dans un hote cellulaire. Le choix de ces signaux (promoteurs, 
terrninateurs, sequence "leader" de sficr&ion, etc) peut varier en fonction de I'hdte 
cellulaire utilise. PreferentieUement, ces sequences nucleotidiques de l'invention font 
partie d'un vecteur, qui peut etre a replication autonome ou integratif. Plus 
particulierement, des vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en 

30 utilisant des sequences & replication autonome chez I'hdte choisi. Sagissant des 
vecteurs integratifs, ceux-ci peuvent 6tre prepares par exemple en utilisant des 
sequences homologues a certaines regions du genome de I'hdte, permettant, par 
recombinaison homologue, l'integration du vecteur. 
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Les hdtes cellulaires utilisables pour la production des polypeptides de 
invention sont aussi Wen des hotes eucaryotes que procaryotes. Parmi les h6tes 
eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules animales, les levures, ou les 
champignons. En paru'culier, s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre 
5 Saccharomyces, Ktuyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant 
de cellules animales. on peut citer les cellules COS, CHO, 027, etc. Parmi les 
champignons, on peut citer plus particuli&rement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. 
Comme hotes procaryotes, on prefere utiliser les bacteries suivantes Kcoli, Bacillus, 
ou Streptomyces. 

10 Les sequences d'acides nucleiques selon l'invention peuvent 6galement servir a 

la realisation d'acides nucleiques antisens utilisables comme agents pharmaceutiques. 
L'inhibition de l'expression de certains oncogenes par des acides nucleiques antisens 
s'est averee etre une strategic utile dans la comprehension du role de ces oncogenes et 
une voie particulidrement prometteuse dans la realisation d'un traitement 

15 anticancereux. Les oligonucleotides antisens sont des oligonucleotides de petite taille, 
complementaires du brin codant d'un gene donne, et de ce fait capables dTiybrider 
spScifiquement avec 1'ARNm transcrit, inhibant sa traduction en proteine. De tels 
oligonucleotides peuvent etre constitues par tout ou partie des sequences nucleiques 
d^finies ci-avant. H s'agit gendralement de sequences ou de fragments de sequences 

20 complementaires de sequences codant pour des peptides selon TinventiorL De tels 
oligonucleotides peuvent etre obtenus a partir des sequences precitees, par 
fragmentation, etc, ou par synthese chimique. 

L'invention concerne 6galement, comme sequences nucleotidiques, les sondes 
nucl&>tidiques, synthetiques ou non, capables de sftydrider avec les sequences 

25 nucleotidiques definies ci-avant qui codent pour un polypeptide de Tinvention, ou avec 
l'ARNm correspondant. De telles sondes peuvent etre utilisees in vitro comme outil de 
diagnostic. De telles sondes doivent etre prealablement marquees, et pour cela 
differentes techniques sont connues de lliomme du metier. Les conditions 
d*hybridation dans lesquelles ces sondes peuvent etre utilisees sont les conditions 

30 normales de stringence. Ces sondes peuvent egalement etre utilisees pour la mise en 
evidence et Tisolement de sequences d'acides nucleiques homologues codant pour un 
polypeptide de Tinvention, a partir d'autres sources cellulaires. A titre illustratif de ces 
sondes, on peut plus particulierement menu'onner les sondes representees par les SEQ 
ID N°7 et SEQ ID N°8, qui sont utilisees en exemple 3 ci-apres. 
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L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 
comprenant comme principe actif au moins un polypeptide tel que defini ci-avant 

Elle a aussi pour objet toute composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins un anticorps et/ou un fragment d'anticorps tel que defini ci- 
5 avant, ainsi que toute composition pharmaceutique comprenant comme principe actif 
au moins un oligonucleotide antisens tel que defini ci-avant 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesqueUes les polypeptides, anticorps et oligonucleotides antisens definis ci-avant sont 
associes entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 
10 Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent etre utilisees 

pour moduler Tactivation des proteines p21 et de ce fait pour moduler la proliferation 
de certains types cellulaires. Plus particulierement, ces compositions pharmaceutiques 
sont destinees au traitement de cancers. De nombreux cancers ont en effet ete associes 
a la presence de proteines ras oncogeniques. Parmi les cancers renfermant le plus 
15 souvent des genes ras mutes, on peut citer notamment les adenocarcinomas du 
pancreas, dont 90% ont un oncogene Ki-ras mute sur le douzieme codon (Almoguera 
et coll.. Cell 53 (1988) 549), les adenocarcinomes du colon et les cancers de la 
thyroide (50%), ou les carcinomes du poumon et les leucemies myeloides (30%. Bos, 
J.L. Cancer Res. 42 (1989) 4682). 

20 L'invention a encore pour objet Tutilisation des molecules decrites ci-avant 

pour moduler voire inhiber l'activite des proteines p21. En particulier, l'invention a 
pour objet l'utilisation de tout ou fragment de G3BP pour interferer avec les signaux 
transduits par les produits des genes Ras. Les fragments proteiques homologues aux 
hnRNP sont utilises avantageusement pour inhiber la liaison de G3BP avec ses ARN 

25 cibles. Des sequences identiques ou complementaires a ces ARN cibles peuvent etre 
egalement utilisees pour interferer avec les signaux transduits par la proteine G3BP. 

L'invention fournit egalement un procedS de detection de rexpression et/ou 
d'une surexpression de la proteine G3BP dans un echantillon biologique. Un tel 
precede comprend par exemple la mise en contact dun tel echantillon avec un 
30 anticorps ou fragment d'anticorps selon l'invention, la revelation des complexes 
antigene-anticorps, et la comparison des resultats obtenus avec un echantillon 
standard. Dans un tel procede, ranti corps peut etre en suspension ou prealablement 
immobilise sur un support. Ce procede peut egalement comprendre la mise en contact 
de rechantillon avec une sonde nucleotidique selon l'invention, la mise en evidence des 
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hybrides obtenus, et la comparaison avec ceux obtenus dans le cas d'un echanullon 
standard. 

La presente invention peut etre utilisee a plusieurs titres dans le domaine 
therapeutique : les polypeptides, anticorps et sequences nucteotidiques de Tinvention 
5 etant capables de moduler l'activitS des genes ras, ils permettent en effet d'intervenir 
dans le processus de developpement des cancers. En raison de leur forte expression 
dans les cellules de muscles strips squelettique, ces peptides interviennent en outre 
vraisemblablement dans les pathologies liees a un defaut de signalisation comme le 
diabete par exemple. Un autre aspect de l'invention consiste a utiliser des sequences 
10 nucleotidiques ADN ou ARN capables d'interagir avec les polypeptides revendiques. 
Ces sequences peuvent etre prfcparees selon la methode decrite dans la demande 
Internationale WO 91/19813. 

L'invention peut €galement etre utilisee dans le domaine du diagnostic et du 
typage de cancers. 

15 D'autres avantages de la prfesente invention apparaitront a la lecture des 

exemples et figures qui suivent, qui doivent etre consider^ comme illustratifs et non 
limitatifs. 

FIGURES: 

20 

Figure 1: Effet d'une surexpression de G3BP dans des fibroblastes NIH 3T3 sur 
Tactivite CAT. 

Figure 2: Effet d'une surexpression de G3BP dans des fibroblastes NIH 3T3 sura 
25 formation de foyers induite par les oncogenes Src et Ras . 

MATERIEL ET METHODES 
Techniques generales de clonage 

30 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'Slectrophor&se sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par SlectroeJution, les extractions de proteines au 
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phenol ou au ph&iol-chlorofonne, la precipitation rfADN en milieu salin par de 
l&hanol ou de risopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc, sont bien 
connues de lliomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et aL, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
5 Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel RM. et aL (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les enzymes de restriction ont fete foumies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees selon 
les recommandations des fournisseurs. 

10 Le plasmide pGEX 2T est d'origine commerciale. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PGR 
[Bolyrnerase-catalyzed Chain Eeaction, Saiki RX et aL, Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est effectuee 
en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les specifications du 

15 fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques est effectuee par la methode 
developpee par Sanger et aL [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Z4 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribufe par Amersham. 

Pour les experiences d'hy bridation, les conditions de stringence normales sont 
20 generalement les suivantes : hybridation : 3 x SCC en presence de 5 x Denhart's a 
65°C; lavage : 0,5 x SSC a 65 °C 

EXEMPLE I 

preparation des proteines <fo fusion Gliitathion-S-transferase SH3 

25 

Les sequences d'ADN codant pour les domaines SH3 des proteines GAP (residus 275 
a 350) et c-Src (residus 84 a 148) sont amplifi6es par la technique de P.C.R. et donees 
dans un vecteur d'expression pGEX2T entre les sites de restriction Bam HI et ECORI. 
Les bactferies ansi transformees sont cultivees, induites avec du IPTG (l-thio-|J-D 
30 galactopyranoside) et lysees par sonication. Les proteines de fusion GST SH3 sont 
puriftees par chromatographic d'affinite sur billes d'agarose giutathion (Pharmacia LKB 
biotech) puis elu6es avec lOmM de giutathion r&iuit 

35 EXEMPLE 2 
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DPr^paration des 1y*ate oellulaires 

Des cellules ER22 (fibroblasts de hamster surexprimant le recepteur EGF humain) ou 
des cellules NIH 3T3 exprimant pp60 C-Src(F-527) sont cultivees sur milieu DMEM 
5 (Dubelcco's Modified Eagle Medium) enrichi avec 10% de serum de veau foetal 
contenant l'antibiotique G418 (200^ml) et 2mM/l de glutamine (5GBICO-BRL), a 
37°C sous 5% en CO2. 

Dans chaque essai's, les cellules ER22 sont cultivees dans des boites de 100mm jusqu'a 
confluence puis sans staim pendant 18heures. De l'orthovanadate de sodium est ajoute 
10 a une concentration finale de IOOjiM et Tincubation poursuivie pendant 30 minutes. 
L'EGF est ensuite ajoutS directement au milieu pour une concentration finale de 80nM 
en 10 minutes et a 37°C. 

Pour certains essais, les cellules mitotiques sont recuperees par traitement avec 0,4|ig 
15 de nocodazole (SIGMA) par ml pendant 18heures. Elles sont rapidement lavees avec 
un tampon salin a base de phosphate, refroidi dans la glace, puis solubilisees en 30 
minutes a 4°C dans 1 ml de tampon de lyse, HNTG (50 mM d'Hepes, pH 7,5. 150 mM 
de NaCl, 1% de Triton x 100, 10% de Glycerol, 1 mM de MgCl 2 , 1 mM d'EGTA, en 
presence d'inhibiteurs de phosphatases (1 mM de NajVC^, 10 mM de N^ 4 ?20j, 10 
20 mM de NaF) et d'inhibiteurs de proteases (1 [ig/ml de leupeptine, 1 fig/ml d'inhibiteur 
de trypsine, 1 \xg/m\ de pepstatine A, 2 ng/rnl d'aprotinine, 10 ugfail de benzamidine, 
1 mM de phenylmethanesulfonyle fluorure, 1 ^tg/mlfxg/ml d'antipaine, 1 ng/ml de 
chymostatine). 

25 Les lysats sont d6cant& par centrifugation £ 15 000 tours/mn pendant 10 mn. La 
concentration en proteines est ensuite determinee (Bio-rad micro-test). 

2) Test de liaisons direct es 

L'ensemble des lysats cellulaires (200 ng) et des proteines immunoprecipit£es sont 
30 separes sur gel de polyacrylamide a 7,5% de dodecyl sulfate de sodium (SDS-PAGE) 
puis transferes sur une membrane de di fluorure de polyvinylid&ie (PVDF Miliipore 
Corpo.). La liaison non specifique au niveau des filtres est bloquee par 2% de lait 
ecreme dans du PBS contenant 0,05% de Tween 20, pendant 2 heures, a temperature 
ambiante. Les filtres sont incubes avec la proteine GST et des proteines GST-SH3 
35 dans le tampon bloquant pendant 12H a 4°C. Aprfe avoir 6te lavees avec du PBS- 
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0,05% Tween 20, les proteines liees sont detectees par incubation successive avec un 
anticorps monoclonal anti-GST (0,25 jig/ml) (Hybridolab Pasteur Inst), un anticorps 
anti-souris conjugue k une phosphatase alcaline et du sel 5 bromo-4 chloro-3 
indolyphosphate toluidinium nitroblue tetrazolium (PROMEGA). 

5 

3)Test tte competition 

Des peptides synthetiques correspondant aux sequences (275-305), (299-326), (317- 
326), (320-350) de GAP SH3 ou a la sequence putative de la dynamine 
(RRAPAVPPARPGS) se liant au domaine SH3 sont synthetis£s sur un appareil 

1 0 Applied Biosystems 43 1 A, utiiisant la chimie FMOC 

La proteine p68 purifiee est isolee par eiectrophorese sur gel de polyacrylamide- 
dodecyl sulfate de sodium et transferee par eiectrophorese sur membrane PVDF. Les 
membranes sont incubees avec des quantites croissantes en peptides. Le peptide Poly- 
L-proline (SIGMA) est utilise a 500 jxM dans une reaction temoiiL Apres 1 H 

15 d'incubation. la proteine GST-GAP-SH3 {2\igfml) est ajoute a chaque milieu 
reactionnel Les filtrats sont sondes avec un anticorps monoclonal anti-GST comme 
decrit precedemment 

20 4)Immunoprecipitati6n e t tmmunotransfert 

Les lysats cell ul aires solubles (3 mg) sont decantes avec 50 |il de proteine A sepharose 
CL-4B (Pharmacia Biotech) pendant 2 H a 4 °C. Les lysats cellulaires decantes sont 
incubes avec 1'anticorps monoclonal antiphosphotyrosine (anticorps monoclonal 4G10 
25 - Upstate Biotechnology Incorporated) pendant 4 H a 4 °C. Puis, 50 |il de proline A- 
Sepharose sont ajoutes au complexe et I'incubation est poursuivie toute une nuit a 4°C. 
Les inununoprecipites sont laves 3 fois avec un tampon HNTG et solubilises dans un 
echantillon de tampon SDS (100 pil). Les complexes sont ensuite separes par SDS- 
PAGE et transferes par eiectrophorese sur des membranes PVDF. 

30 

Les membranes sont incubees avec Tantioorps monoclonal phosphotyrosine dans du 
TBS (10 mM de Tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 3% de s&um albumine bovin) et en 
outre incubees avec des seconds anticorps conjugu6s & une phosphatase alcaline. Des 
substrats pour la phosphatase alcaline sont ensuite ajoutSs pour tin developpement 
35 approprie de la couleur. 



Printed from Mimosa 01/12/03 13:35:52 Page: 14 



WO 96/16169 



PCI7FR95/01539 



13 

5)Purification et analyse de la sequence 

Environ 5.10 9 cellules ER22 sont lysees dans 200 ml de tampon HNTG. Le lysat est 
centrifuge a 15 000 g pendant 15 min et dilue 5 fois dans un tampon HNG (50 mM 
5 d'Hepes, pH 7,5. 150 mM de NaCl. 10% de Glycerol, 1 mM d'EGTA, inhibiteurs de 
phosphatase et inhibiteurs de protease). Le lysate est incub6 toute une nuit avec 6 ml 
de S-Sepharose Fast flow equilibre dans le meme tampon. Le oomplexe est transvase 
sur colonne (2,5 x 1,3 cm - IBF). La colonne est lavee avec 10 fois son volume en 
tampon et les proteines liees sont ensuite feluees a une vitesse dilution de 60 ml h-1, 

10 avec un gradient linSaire de 60 ml de 0 a 1 M de NaCl du meme tampon. Les fractions 
possedant Tactivite de liaison determinee dans les conditions de l'exemple 2.2 (0,15- 
0,37 M NaCl) sont rassemblees, diluees 10 fois dans un tampon HNG et chargees sur 
Heparine-Sepharose CL-6B (3ml) (Pharmacia LKB), preequilibree avec le meme 
tampon a une vitesse dilution de 24 ml h-1. Apres lavage avec le tampon HNG, la 

15 colonne est eluee avec un gradient de 24 ml, de 0 a 1 M de NaCl. Des fractions actives 
de la chromatographic S Fast Flow sont rassemblees, diluees 4 fois dans un tampon 
MES (100 mM de MES, ph 6,8, 1 mM de MgS0 4 , 1 mM d'EGTA) et transferees sur 
une colonne ATP d'agarose (3 ml) (Sigma N° A9264) preequilibree avec le tampon 
MES contenant 50 mM de NaCl a un debit dilution de 6 ml.h-1. La colonne est 

20 ensuite lavee avec 20 ml de tampon MES contenant 50 mM de NaCl et £luee a 30 
ml.h-1 avec un gradient lin6aire de 50 mM a 2 M NaCl dans le tampon MES. La 
proteine p68 elue entre 0.3 M et 0.4 M de NaCl. Les fractions actives sont 
rassemblees, dialysees avec 20 mM de NH4HCO3 pH 8,3 et concentrees. Les 
proteines amenees a sec, sont resuspendues dans un tampon SDS, separees par 

25 electrophorese sur gel de polyacrylamide. Le gel est colore avec du bleu de coornassie 
et la bande de poids moleculaire de 68kDA, correspondant a I'activitS de liaison SH3 
est recueillie. EUe est lavee pendant 1 heure avec les solutions suivantes: eau, eau/ 
methanol (90/10), eau/CH3CN (80/20), eau/CH3CN (50/50). 

30 La bande de gel, contenant la proteine p68 purifiee, est ensuite divisee en petits 

fragments et sechee sous SPEED/VAC (SAVANT}. On ajoute 400^x1 d'une solution 
contenant 25 mM Tris pH 8,5, 1 mM d'EDTA , 0,05% de SDS et 5^g 
d'endoproteinase Lys-c (Boehringer Mannheim) et Tensemble est incub6 toute une nuit 
a 37°C. L'hydrolysat est injecte sur colonne HPLC en phase inverse (Vydac C18: 2,1 x 

35 250mm). La colonne est 6Iu6e a O^ml/min avec un gradient lineaire de 0 & 35% B en 
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150 minutes. (A:H20 + TFA 0,07% et B: CH3CN + TFA 0,07%) et les pics dilution 
observes d tr 113,7, 117,7 et 133,7 min sont recueillis et directement sequences en 
utilisant un microsfiquenceur Applied Biosystems 477 A. La sequence des peptides 
correspondents ainsi obtenus est presentee en SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID 
5 N°3 et SEQ ID N°4. Ces sequences ne presentent aucune homologie avec des 
proteines referenc6es dans les bases de donnees de proteines (PIR 33. Swiss-Prot 33 
(intelligenetics)). 

Afin de determiner si la proteine p68 est phosphorylee au niveau de la tyrosine dans les 
10 cellules mitotiques ou non synchrones, les proteines des lysats issus de cellules ER22 
cultivees dans 10% de s6rum de veau fo6tal ou de cellules trait6es avec le nocodazole 
sont immunoprfccipitees avec des anticorps anti-phosphotyrosine, transferees sur 
membrane et soit immunod6tectees avec des anticorps anti-phosphotyrosine soit 
incubees avec soit GST-GAP-SH3 ou GST-Src-SH3, dans les conditions decrites en 
1 5 exemples 2.2 et 2.4. 

Comme temoin, les proteines des cellules NIH 3T3, transfonnees avec un allele active 
de c-Src (c-Src Y527F) sont testees dans les memes conditions que celles decrites 
pour les proteines ER22. Les resultats obtenus montrent que des proteines sont 
phosphorylfies au niveau de la tyrosine, plus particuli&ement dans la region 60-70kDa. 
20 Dans les cellules ER22 aucune liaison a une proteine phosphorylee p68 n'est detectee 
avec les sondes GST-GAP-SH3 ou GST-Src-SH3. Dans les cellules NIH3T3 (c-Src 
Y527F), la sonde GST-Src-SH3 se lie a une proteine de poids moleculaire de 68kDa 
phosphorylee en tyrosine alors que la sonde GST-GAP-SH3 rfintereagit avec aucune 
proline. 

25 

Afin de confirmer Timplication fonctionnelle de cette proteine dans la voie de 
signalisation ras, des experiences de competition ont ete realisees dans les conditions 
decrites dans 1'exemple 2.3. Les rtsultats obtenus montrent que les peptides derives de 
GAP capables de bloquer la rupture des vesicules germinales d'oeufs de xenope 
30 (GVBD) induite par ras, peptides (299-326) et (317-326) de GAPSH3 sont egalement 
capables de bloquer 1'interaction entre la proteine G3BP et GAP. 

Ces resultats oonfirment clairement que la capacite de bloquer Factivite de la 
proteine selon 1'invention ou d'interferer avec son activite constitue une nouvelle 
approche particuliSrement prometteuse pour le traitement du cancer 

35 
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Isolement de la sequence SEP ID N°6 humaine a partir d'une banque d'ADNc rie 

placenta humain. 

5 

On utilise a titre de sondes ies SEQ ID N°7 et N°8, Stablies a partir des sequences 
peptidiques SEQ ID N°l et SEQ ID N°3. L'ADN de la banque Clonetech HL1008B a 
ete prepare et utilise dans une reaction de PCR. 30 cycles ^amplification ont ete 
realises ***** les conditions suivantes: denaturation 1 min a 94°C, appariement 1 min 
10 entre 35 et 40°C et Elongation* 1 min d 72°C. Cette reaction permet d'isoler un 
fragment d'ADN de l,3kb dont une partie de la sequence est donnee en SEQ ID N°6. 
Une analyse en Northern Blot montre que TARN correspondant (3,3kb) est ubiquitaire 
et exprime tres fortement dans le muscle squelettique adulte. 

15 EXEMPLE 4; 

Isolement de la sequence SEP ID N°10 cod ant pour la p68 hu maine a partir d'une 
banque d'ADNc d e placenta humain. 

On utilise les deux oligonucleotides ( SEQ ID N°7) et (SEQ ID N°8) comme amorces 

20 pour Tamplication d'un ADNc dans une banque de placenta humain- La P.C.R. a ete 
realisee grace £ 1'Amplitaq Perkin Elmer k une temperature d'annealing de 35°C suivie 
d'lmn d'extension & 72°C en presence de 10 % de formamide. Nous avons aniplifte un 
fragment d'ADNc de 1164pb. Apr£s un clonage direct en vecteur pMOSblue 
(Amersham) comportant des sequences -20 et inverse, le fragment a ete sequence 

25 grace a des sondes fluorescentes. Ce fragment PCR a ensuite ete utilise comme sonde 
pour screener 10 6 phages d'une banque Xgtll d'ADNc de placenta humain (Clontech). 
La sonde a 6te synthetisee par le systeme Rediprime cf Amersham et les filtres ont 6te 
incubus 16 heures dans le tampon d'hybridation (6X SSC, 5X Denhardt's, 100 pig/ml 
sperme de saumon, 0,25 % SDS) contenant la sonde a 45°C. Les filtres ont ensuite 6te 

30 lav& 1 heure a temperature ambiante et 20 mn a temperature d'hybridation en 2X 
SSC, 0;05 % SDS. Huit clones positifs ont &6 identifies. Deux d'entres eux ont ete 
purifies et les ADNc ont ete dig&6 par EcoRI pour ressortir les inserts. lis ont ete 
sous-clones en M13mpl8/EcoRI pour etre sequences. Le sequengage a 6te realise sur 
les fragments issus d'une deletion progressive & 1'exonuclease III de l'ADNc (Nested 

35 Deletion Kit, Pharmacia Biotech). Les differences de taille des fragments ont ete 
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analysees par amplification PCR entre les amorces -20 et reverse du vecteur Ml 3 et 
differentes populations de taille ont ete choisies pour subir le sequengage. 
L'assemblage des differentes sequences obtenues a permis ia reconstitution de la phase 
ouverte entiere de la P68. 

5 

EXEMPLE 5 

Surexpression de la G3BP dans des fibroblastes NTH 3T3 

Des fibroblastes NTH 3T3 sont transfectes par un gene rapporteur, celui de la 
chloramphenicol acetyl transferase, place sous controle d'elements de reponse a Ras 

10 derives de l'enhancer du virus du polyorne. Ces elements sont stimulus de 15 a 30 fois 
lorsque les cellules sont transferees par un vecteur d'expression portant 1'ADNc des 
oncogenes Src et Ras. Ces stimulations sont affectees lorsque la proteine G3BP est 
exprimee apres cotransfection d'un vecteur d'expression contenant un ADNc qui 
correspond a la phase ouverte de la proteine. De facon dose-dependant, la G3BP 

15 inhibe Tactivite CAT stimulee par Src et par la forme oncog€nique de Ras. Cette 
observation est representee en figure 1. 

De la meme fagon, Texpression de la proteine G3BP s'oppose a la formation de foyers 
induite par les oncogenes Src et Ras. La figure 2 rend compte de cette observation. 

Ces experiences demontrent clairement la capacite de G3BP a ^opposer aux effets 
20 proliferatif s des signaux transduits par les proteines Ras norm ales ou oncog&niques. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENE RALE: 

5 U) D EPOS ANT : 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20 , avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
IE) PAYS: FRANCE 

10 ( F) CODE POSTAL: 92165 

(ii J TITRE DE L ' INVENTION : PEPTIDE CAPABLE DE SE LIER AU DOMAIN E 
SH3 DE LA PROTEINE GAP. 

15 (iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 10 

(iv) FORME LI5IBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

20 IC) SYSTEMS D 1 EXPLOITATION: PC- DOS /MS - DOS 

( D) LOGICIEL: Patentln Release H1.0, Version SI. 25 (OEB ) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

25 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

{A) LONGUEUR: 19 acides amines 
(B| TYPE: acide amine 
(Dl CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Proteine 
30 (vi) ORIGINE: HAMSTER 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



35 



Val Met Glu Lys Pro Ser Pro Leu Leu Val Gly Arg Glu Phe Val Arg Gin 
15 10 15 

Tyr He 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 
40 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(DJ CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: Proteine 
45 <vi) ORIGINE: HAMSTER 

(ix) FEATURE: 

(D) OTHER INFORMATION: Le premier Xaa represente soit un 
motif alanine ou threonine et le second Xaa un acide amine 
50 quelconque . 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



55 



Xaa Xaa Glu Gly Asp Asp Arg Asp Asn Arg Leu Leu Gly Pro 
1 5 10 15 
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5 (2) INFORMATION POIFR YJV RTO TP NO * V 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 acides amines 

(B) TYPE: acide arain^ 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 <ii) TYPE DE MOLECULE: Proline 

(vi) ORIGINE: HAMSTER 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



20 



40 



50 



Leu Pro Asn Phe Gly Phe Val Val Phe Asp Asp Ser Glu Pro Val 
Gin Lys 



15 1 5 10 15 



(2) INFORMATION POT JR IA RKO ID WO; 4' 



_ r (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

25 (A) LONGUEUR: 19 acides amines 

(B) TYPE: acide amin€ 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Proteine 
(vi) ORIGINE: HAMSTER 

30 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Ser Ala Thr Pro Ala Pro Ala Asp Val Ala Pro Ala Gin Glu Asp Leu 
15 10 15 

35 Arg Xaa Phe 



(2) INFORMATION POITR LA SEP TP NO- 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 68 acides amines 

(B) TYPE: acide aminS 

45 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Proteine 
(vi) ORIGINE: HUMAIN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Arg Glu Ala Gly Glu Gin Gly Asp He Glu Pro Arg Arg Met Val Ara 
1 5 10 15 
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His Pro Asp Ser His Gin Leu Phe He Gly Asn Leu Pro His Glu Val 
20 25 30 

Asp Lys Ser Glu Leu Lys Asp Phe Phe Gin Ser Tyr Gly Asn Val Val 
35 <0 45 



10 



15 



25 



40 



50 



Glu Leu Arg He Asn Ser Gly Pro Lys Leu Pro Asn Phe Ala Phe Val 
50 55 60 

Val Phe Asp Asp 
65 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO; 6: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
(A) LONGUEUR: 204 pa ires de bases 
20 (B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS; NON 



30 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Humain 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

35 CGTGAGGCTG GTGAGCAAGG TGACATTGAA CCCCGAAGAA TGGTGAGACA CCCTGACAGT 60 

CACCAACTCT TCATTGGCAA CCTGCCTCAT GAAGTGGACA AATCAGAGCT TAAAGATTTC 1 2 0 

TTTCAAAGTT ATGGAAACGT GGTGGAGTTG CGCATTAACA GTGGTGGGAA ATTACCCAAT 180 

TTCGCCTTCG TCGTCTTCGA TGAT 204 



(2) TNFORMATTON POU R T.A SFO TH NO: 7; 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 
(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 
45 (B) TYPE: acide nucleique 

<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



55 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN ISME: Humain 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

60 GTIATGGAIA AICCITCCCC ICTICTIGTI GG 32 
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(2) T NFORMATTOM POfTO TA SFO TP NO- fl» 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 8: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOKBRE DE BRINS: simple 
10 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE D2 MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 



15 



20 



25 



40 



45 



55 



60 



(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Humain 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GAATCATCGA AIACIACGAA ICCGAA 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 466 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Met Val Met Glu Lys Pro Ser Pro Leu Leu Val Gly Arg Glu Phe Val 
15 10 15 

Arg Gin Tyr Tyr Thr Leu Leu Asn Gin Ala Pro Asp Met Leu His Arg 

20 25 30 

Phe Tyr Gly Lys Asn Ser Ser Tyr Val His Gly Gly Leu Asp Ser Asn 
35 40 45 

Gly Lys Pro Ala Asp Ala Val Tyr Gly Gin Lys Glu He His Arg Lys 
50 55 60 



Val Met Ser Gin Asn Phe Thr Asn Cys His Thr Lys He Arg His Val 
65 70 75 80 

Asp Ala His Ala Thr Leu Asn Asp Gly Val Val Val Gin Val Met Gly 
85 90 95 

Leu Leu Ser Asn Asn Asn Gin Ala Leu Arg Arg Phe Met Gin Thr Phe 
100 105 110 

Val Leu Ala Pro Glu Gly Ser Val Ala Asn Lys Phe Tyr Val His Asn 
115 120 J25 
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Asp He Arg Tyr Gin Asp Glu Val Phe Gly Gly Phe Val Thr Glu Pro 
130 135 140 

Gin Glu Glu Ser Glu Glu Glu Val Glu Glu Pro Glu Glu Arg Gin Gin 
145 150 155 



10 



15 



25 



30 



40 



45 



55 



60 



160 



Thr Pro Glu Val Val Pro Asp Asp Ser Gly Thr Phe Tyr Asp Gin Ala 
165 170 175 

Val Val Ser Asn Asp Met Glu Glu His Leu Glu Glu Pro Val Ala Glu 
180 185 190 

Pro Glu Pro Asp Pro Glu Pro Glu Pro Glu Gin Glu Pro Val Ser Glu 
195 200 205 

He Gin Glu Glu Lys Pro Glu Pro Val Leu Glu Glu Thr Ala Pro Glu 
210 215 220 

Asp Ala Gin Lys Ser Ser Ser Pro Ala Pro Ala Asp He Ala Gin Thr 
20 225 230 235 240 

Val Gin Glu Asp Leu Arg Thr Phe Ser Trp Ala Ser Val Thr Ser Lys 
245 250 255 

Asn Leu Pro Pro Ser Gly Ala Val Pro Val Thr Gly He Pro Pro His 
260 265 270 

Val Val Lys Val Pro Ala Ser Gin Pro Arg Pro Glu Ser Lys Pro Glu 
275 280 285 

Ser Gin He Pro Pro Gin Arg Pro Gin Arg Asp Gin Arg Val Arg Glu 
290 295 300 

Gin Arg He Asn He Pro Pro Gin Arg Gly Pro Arg Pro He Ara Glu 
35 305 310 315 320 

Ala Gly Glu Gin Gly Asp He Glu Pro Arg Arg Met Val Arg His Pro 
325 330 335 

Asp Ser His Gin Leu Phe He Gly Asn Leu Pro His Glu Val Asp Lvs 
340 345 350 

Ser Glu Leu Lys Asp Phe Phe Gin Ser Tyr Gly Asn Val Val Glu Leu 
355 360 365 

Arg He Asn Ser Gly Gly Lys Leu Pro Asn Phe Gly Phe Val Val Phe 
370 375 380 

Asp Asp Ser Glu Pro Val Gin Lys Val Leu Ser Asn Arg Pro He Met 
50 385 390 395 400 

Phe Arg Gly Glu Val Arg Leu Asn Val Glu Glu Lys Lys Thr Arg Ala 
405 410 41 5 

Ala Arg Glu Gly Asp Arg Arg Asp Asn Arg Leu Arg Gly Pro Gly Gly 
420 425 430 

Pro Arg Gly Gly Leu Gly Gly Gly Met Arg Gly Pro Pro Arg Gly Gly 
435 440 445 

Met Val Gin Lys Pro Gly Phe Gly Val Gly Arg Gly Leu Ala Pro Aro 
450 455 460 
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5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
60 



Gin Glx 
465 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2129 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 





f A (ZfZ TCCZ A C T 




GGTACCGAGC 


TCGAATTCGG 




60 








TTCCTCTCCA 


GCTCAGCCGC 


v> 1 AO(j ill L»0 


1 20 








TTGACCAAAG 


CAATGGTGAT 


CsGAGAAGCCT 


1 80 


AGTCCCCTGC 


TGGTCGGGCG 


GG AATTTGTG 


AGACAGTATT 


ACACACTGCT 


GAACCAGGCC 


240 


CCAGACATGC 


TGCATAGATT 


TTATGGAAAG 


AACTCTTCTT 


ATGTCCATGG 


GGGATTGGAT 


300 


TCAAATGGAA 


AGCCAGCAGA 


TGCAGTCTAC 


GGACAGAAAG 


AAATCCACAG 


GAAAGTGATG 


360 


TCACAAAACT 


TCACCAACTG 


CCACACCAAG 


ATTCGCCATG 


TTGATGCTCA 


TGCCACGCTA 


420 


AATGATGGTG 


TGGTAGTCCA 


GGTGATGGGG 


CTTCTCTCTA ACAACAACCA 


GGCTTTGAGG 


480 


AGATTCATGC 


AAACGTTTGT 


CCTTGCTCCT 


GAGGGGTCTG 


TTGCAAATAA 


ATTCTATGTT 


540 


CACAATGATA 


TCTTCAGATA 


CCAAGATGAG 


GTCTTTGGTG 


GGTTTGTCAC 


TGAGCCTCAG 


600 


GAGGAGTCTG 


AAGAAGAAGT 


AGAGGAACCT 


GAAGAAAGCA GCAAACACCT 


GAGGTGGTAC 


660 


CTGATGATTC 


TGGAACTTTC 


TATGATCAGG 


CAGTTGTCAG 


TAATGACATG 


GAAGAACATT 


720 


TAGAGGAGCC 


TGTTGCTGAA 


CCAGAGCCTG 


ATCCTGAACC 


AGAACCAGAA 


CAAGAACCTG 


780 


TATCTGAAAT 


CCAAGAGGAA 


AAGCCTGAGC 


CAGTATTAGA 


AGAAACTGCC 


CCTGAGGATG 


840 


CTCAGAAGAG 


TTCTTCTCCA 


GCACCTGCAG 


ACATAGCTCA 


GACAGTACAG 


GAAGACTTGA 


900 


GGACATTTTC 


TTGGGCATCT 


GTGACCAGTA 


AGAATCTTCC 


ACCCAGTGGA 


GCTGTTCCAG 


960 


TTACTGGGAT 


ACCACCTCAT 


GTTGTTAAAG 


TACCAGCTTC 


ACAGCCCCGT 


CCAGAGTCTA 


1020 


AGCCTGAATC 


TCAGATTCCA 


CCACAAAGAC 


CTCAGCGGGA TCAAAGAGTG 


CGAGAACAAC 


1080 


GAATAAATAT 


TCCTCCCCAA 


AGGGGACCCA 


GACCAATCCG 


TGAGGCTCGT 


GAGCAAGGTG 


1140 


ACATTGAACC 


CCGAAGAATG 


GTGAGACACC 


CTGACAGTCA 


CCAACTCTTC 


ATTGGCAACC 


1200 


TGCCTCATGA 


AGTGGACAAA 


TCAGAGCTTA 


AAGATTTCTT 


TCAAAGTTAT 


GGAAACGTGG 


1260 



Printed from Mimosa 01/12/03 13:37:15 Page: 24 



• 

WO 96/16169 



TGGAGTTGCG CATTAACAGT GGTGGGAAAT 
ATTCTGAGCC TGTTCAGAAA GTCCTTAGCA 
5 GTCTGAATGT CGAAGAGAAG AAGACTCGAG 
GCCTTCGGGG ACCTGGAGGC CCTCGAGGTG 
GTGGAGGCAT GGTGCAGAAA CCAGGATTTG 

10 

AATCTTCATG GATCTTCATG CAGCCATACA 
CGACAGCCTT TGGTATCTTG GAGTATGACC 
15 TAATTTTACT TTTTTTGTGT GTTAATGGTG 
GACCTTTAGT CTTTCACTTC CAATTTTGTG 
CCCGAATTCG TAATCATGGT CATAGCTGTT 

20 

CCACACAACA TACGAGCCGG AAGCATAAAG 
TAACTCACAT TAATTCCGTT GCGCTCACTG 
25 CAGCGCATTA ATGAATCGGC CAACGCGCGG 
GTGGTTTTCT TTTCACCAGT GAGACGGGCA 
AGAGAGTTGC AGCAAGCGGT CCACGCTGG 

30 
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TACCCAATTT 


TGGTTTTGTT 


GTGTTTGATG 


1320 


ACAGGCCCAT 


CATGTTCAGA 


GGTGAGGTCC 


1380 


CTGCCAGGGA 


AGGCGACCGA 


CGAGATAATC 


1440 


GGCTGGGTGG 


TGGAATGAGA 


GGCCCTCCCC 


1500 


GAGTGGGAAG 


GGGGCTTGCG 


CCACGGCAGT 


1560 


AACCCTGGTT 


CCAACAGAAT 


GGTGAATTTT 


1620 


CCAGTCTGTT 


ATAAACTGCT 


TAAGTTTGTA 


1680 


TGTGCTCCCT 


CTCCCTCTCT 


TCCCTTTCCT 


1740 


GAATGATATT 


TTAGGAATAA 


CGGACTTTTA 


1800 


TCCGTGTGAA 


ATTGTTATCC 


GCTCACAATT 


1860 


TGTAAAGCCT 


GGGGTGCCTA 


ATGAGTGAGC 


1920 


CCCGCTTTCC 


AGTCGGGAAA 


CCTGTCGTGC 


1980 


GGAGAGGCGG 


TTTGCGTATT 


GGGCGCCAGG 


2040 


ACAGCTGATT 


GCCCTTCACC 


GCTGGCCCTG 


2100 








2129 
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REVINDICATIONS 



1. Polypeptide capable dinteragir avec le domaine SH3 de la proteine GAP 
caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie d'une sequence peptidique choisie 

5 parmi les sequences SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ 
n>N°5, SEQ ID N°9 ou d'un derive de celles-ci. 

2. Polypeptide selon lHine des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il comprend la SEQ ID N°l. SEQ ID N°2, SEQ ID N°3 et/ou SEQ ID N°4. 

3. Polypeptide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
10 qu'il possede un poids moleculaire de l'ordre de 68kDa. 

4. Polypeptide selon la revendication 1 ou 3 caracterise en ce qu'il est 
d'origine humaine. 

5. Polypeptide selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il comprend tout 
ou partie de la sequence SEQ ID N°5, SEQ ID N°9 ou d'un derive de celles-ci. 

15 

6. Polypeptide selon la revendication 1, 4 ou 5 caracterise en ce qu'il est 
represente par la SEQ ED N°9 ou Tun de ses derives. 

7. Polypeptide selon Tune des revendications precedentes caracterise en que 
ses motifs tyrosine ne se phosphorylent pas dans des cellules mitotiques ou en 

20 croissance. 

8. Anticorps ou fragment d'anticorps dirige contre un polypeptide selon Tune 
des revendications 1 £ 7, 

9. Anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 8 caracterise en 
ce qu'il est dirige contre une sequence choisie parmi les sequences peptidiques 

25 pr£sent§es en SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3 , SEQ ID N°4, SEQ ID N°5, 
SEQ ID N°9. 
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10. Anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 8 ou 9 
caracterise en ce qu'ii possede la faculty d'inhiber 1'interaction entre la proteine GAP et 
un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 7. 

11. Sequence nucleotidique codant pcur un polypeptide tel que dfcfini selon 
5 Tune des revendications 1 a 7. 

12. Sequence nucleotidique selon la revendication 11 caracterisee en ce 
qu'elie comprend : 

(a) tout ou partie de la sequence SEQ ID N°6, SEQ ID N°10 ou de leurs 
brins complementaires, 

10 (b) toute sequence hybridant avec la sequence (a) et codant pour un 

polypeptide selon l'invention, et 

(c) les sequences derivees des sequences (a) et (b) en raison de la 
degenerescence du code genetique. 

13. Sequence nucleotidique selon la revendication 11 ou 12 caracterisee en ce 
15 qu'elie comprend la sequence SEQ ID N°6. 

14. Sequence nucleotidique selon la revendication 11, 12 ou 13 caracterisee 
en ce quelle est representee en SEQ ID N°10 

15. Acide nucieique antisens capable d'inhiber au moins partiellement la 
production de polypeptides selon 1'une des revendications 1 a 7, 

20 16. Utilisation d'une sequence selon 1'une des revendications 11 a 14 pour la 

detection de l'expression d'un polypeptide selon 1'une des revendications 1 a 7 ou pour 
la mise en evidence d'anomalies genetiques (mauvais &pissage, polymorphisme, 
mutations ponctueiles, etc). 

17. Utilisation d'un polypeptide selon 1'une des revendications 1 a 7 pour la 
25 realisation d'un compose non peptidique ou non exclusivement peptidique capable 

d'interagir avec la proteine GAP, par determination des elements structuraux de ce 
polypeptide qui sont importants pour son activite et reproduction de ces Elements par 
des structures non peptidiques ou non exclusivement peptidiques. 

18. Composition pharmaceutique comprenant oomme principe actif au moins 
30 un polypeptide selon 1'une des revendications 1 a 7 et/ou un anticorps ou fragment 



Printed from Mimosa 01/12/03 13:37:40 Page: 27 



WO 96/16169 PCT/FR9S/01539 

26 



d'anticorps selon la revendication 8 a 10 et/ou un adde nucleique antisens selon la 
revendication 15 et/ou un compose prepare selon la revendication 17. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 destinee a 
moduler l'activation des proteines p21. 

5 20. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 destinee au 

traitement des cancers. 

21. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 
10 et/ou d'une sequence nucleotidique selon la revendication 11 pour la detection de 
1'expression et/ou dHine subexpression d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 

10 a 7 amplifie, mute ou rearrange dans un echantillon biologique. 

22. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon Tune des 
revendications 8 a 10 et/ou d'une sequence nucleotidique selon 1'une des 
revendications 11 & 13 pour le typage de cancers ou de maladies liees a des defauts de 
signalisation. 



15 



23. Utilisation d'une s6quence nucleotidique ARN ou ADN capable d'interagir 
avec un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 7. 

24. Utilisation d'un polypeptide tel que defini en revendications 1 a 7 pour 
interf 6rer avec les signaux transduits par les produits des genes Ras. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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